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　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨
　炭酸脱水酵素（Carbonic　Anhydrase：以下CA）は1933年に発見され、現在では最もよく研究されて
いる酵素の一つである。CAは亜鉛を含む金属酵素であり、　CO2とH2CO3との間の脱水または水和反応
を触媒し、CAが生体内に欠損すればその反応速度は11107まで減速するといわれている。　CAは生物界
では細菌から植物、そして哺乳類に至る広範囲の生物が所有していることから生命活動を維持するた
めには欠かせない酵素の一つと考えられる。
　哺乳類のCAが赤血球中ではC八1とCA』のアイソザイムとして存在することが発見されたのは、
1960年代の初めであったが、現在では9種類のアイソザイムが発見されている。当時からCAは赤血球
以外の生体内に分布することが研究されていたが、筋肉だけには存在しないといわれていた。しかし、
1970年代後半になると筋肉中にもCAアイソザイムが存在することが発見され、筋肉型炭酸脱水酵素
（Cly皿）と命名された。　CIMHの酵素活性はCIH、CA　Hに比べて低いが、その反面CAの酵素阻害剤
に対しては強い抵抗性があり、他のアイソザイムとの性状の違いが明らかとなった。しかし、C《nIの
研究は筋肉中での働きに重きが置かれてきたが、筋肉以外での組織局在や、また筋肉中での生理学的
意義は十分解明されていない。
　本研究の前半はこの新たに発見された酵素であるCA皿の筋組織以外における発現を明らかにするた
めに、ラットの消化器系器官に着目し、その組織局在について精査した。すなわち、C八皿の生体での
局在を明らかにすることで、C八皿の存在意義を解明する一助になると考えたからである。ここでの実
験手法としては主に免疫組織化学的方法を用いて検討した。特に今回の研究では、ラットのCAIおよ
びCんHの本方法での検討が十分なされていないため、これらのアイソザイムとCA　IHを比較しながら
研究を行った。さらに同一の組織に3種類のアイソザイムが存在することが明らかになった組織では、
これらのアイソザイムが同一場所に存在する意義を解明するため、発生、成長過程における発現時期
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についての解明を試みた。
　ラット肝臓には免疫組織化学的分析では、この酵素が雌には存在しないことが明らかになった。そ
こで、本研究の後半は、酵素免疫測定法（肌A）を用いてC八皿の定量を行い、性差を明確にした。次
に、C！y皿が雄のラットの肝臓に特異的に存在することから、実験的に性差を逆転させる方法を行った。
すなわち、インスリン分泌を抑制すると、二次的に成長ホルモンの分泌タイプが雄叫から轡型に変化
させることができるため、訂Zを投与して実験的に糖尿病を発症させた。ここではこの糖尿病のラッ
トを用いて病態進行による本酵素の組織局在、酵素含有量、遺伝子発現の変化について免疫組織化学
的、免疫細胞化学的、生化学的および分子生物学的手法により総合的に分析を行った。
1．消化器系器官におけるCA』の組織局在について一CA－1、CA一五との比較
　Slc：SDおよびJla：Wistar系ラットの舌、食道、胃、十二指腸、空腸、回腸、結腸、直腸、下顎腺、舌
下腺、耳下腺、肝臓、膵臓におけるCA，皿ならびに比較対照として残る二つのCA，1、　CA』の組織局
在も同時に調べた。摘出した各臓器はBouin液で固定後、常法に従いパラフィン包埋した。作製した切
片（4μm）はCIY　I、C八HおよびC1』1旺に対する抗血清を用いてABC－POD法により免疫組織化学的染
色を施し、光学顕微鏡で観察した。
　さらに、c八mの細胞内における局在を調べるために、　Slc：SD系ラットの耳下腺にc1㌔IH抗体による
プレエンベディング法を用いたABC－POD法により免疫染色を施し、電子顕微鏡を用いて観察した。
これらの実験から次のことが明らかになった。
（1）Slc：SDとJla：Wistarの系統による差は認められなかった。雌雄差は後述する肝臓を除いて認められ
なかった。
（2）ラットの舌および食道では筋組織内でC1レ皿の免疫反応は認めたものの粘膜上皮はいずれのアイソ
ザイムも存在しなかった。胃粘膜では腺胃部の壁細胞および被蓋上皮細胞ではC《Hのみが認められた
が、Cん皿およびCん1は認められなかった。十二指腸、空腸および回腸の粘膜上皮全域で全てのアイ
ソザイムは陰性であった。盲腸および結腸では粘膜上皮細胞にCん皿並びにCAI、　C《Hが認められ、
それらは盲腸および結腸の内命側表面および腸腺上部の吸収円柱細胞に見られ、下部の未分化細胞お
よび杯細胞にはいずれのアイソザイムも存在しなかった。腸管の上皮細胞は腸腺底部付近で分裂増殖
し、順次、管腔に向かって押し出されるように整然と移動することが分かっていることから、CAアイ
ソザイムの発現は細胞が一定の成熟度に達した時点で細胞内において急激に蛋白合成が充進ずること
によると考えられた。免疫反応は各アイソザイムとも盲腸および結腸近位部が最も強く、結腸遠位部
では弱くなり、直腸ではさらに弱くなっていた。以上のことから、大腸では3つのCAアイソザイムが
協調して水分の吸収や酸塩基の交換に関与しているとともに、水分の吸収と酸塩基の交換能力には部
位により差があることを示唆しているものと考えられた。
（3）唾液腺については耳下腺、下顎腺、舌下腺とも介在導管、線条導管および小葉問導管の導管二上
一2一
皮細胞にCみ皿ならびにCIU、C！』Hが存在していた。一方、腺房細胞にはいずれのアイソザイムも
存在しなかった。また、耳下腺の免疫電子顕微鏡法により観察した結果、CA』1は導管系上皮細胞の細
胞質内に広く存在していることが確認された。以上より、ラットの唾液腺におけるCA－1、CA』、
c八mの役割は唾液の分泌に直接関与するのではなく、導管におけるイオン交換のためにH＋とHco3一
を供給する役割を担っていることが示唆された。
（4）肝臓はCA，1、CA』、　CA』【抗体により肝細胞が染色され、特に中心静脈周辺の肝細胞が強く染
色された。このCA・IKの反応では明らかな性差が認められ、雌の肝細胞内にはCA．皿は存在していなか
った。このことから、肝臓におけるC飼Hの発現には性ホルモンとの関係が示唆された。
（5）膵臓においては導管上皮細胞がC《1、C／』H、　C《皿抗体により染色された。
　以上のことから従来、筋肉型アイソザイムとして知られているC八皿はラット消化器系器官の特定な
上皮にも局在することが明らかになり、特に肝臓ではその発現に性差があることが明らかになった。
2．消化管粘膜の発育過程におけるCA一皿の発現と変化について一CA－1、CA一皿との比較
　Slc：SD系ラットの消化管粘膜におけるC飼Hの発現開始時期とその後の変化を胎齢21日の胎仔、並び
に生後0日から70日齢までの成長過程のラット消化管を用いて免疫組織化学的手法により、CA・1、CA・
Hとの比較検討を行った。胃では腺山高の壁細胞および被蓋上皮細胞が生後7日からCA』の存在が確
認されたのみであった。小腸各部ではどの時期においても陰性であった。大腸では盲腸および結腸近
位部ではCんHの生後4日置C1』1の生後12日にその発現が認められたのに比べ、　C八皿は最も遅れて、
生後21日からそれぞれの存在が確認された。各抗体による染色性は日齢の経過とともに増強した。ま
た、哺乳期の腸上皮細胞に見られる特有の空胞細胞ではいずれのCAアイソザイムも染色されず、この
時期に残る胎仔性の絨毛基底部および絨毛問の円柱上皮細胞のみが染色された。生後21日以降では胃
腸粘膜は成獣とほぼ同様の組織形態を示し、いずれのCAアイソザイムも成体で見られたように、大腸
の粘膜側表面および腸腺上部の吸収円柱細胞に存在しており、腸腺下部の未分化な上皮細胞および杯
細胞には存在しなかった。染色の状態は盲腸および結腸近位部が最も強く染まり、結腸遠位部では弱
かった。
　以上、ラット消化管においてはCAの各アイソザイムのうちC跳H、続いてC／』1、続いてCIU皿の順
に発現することが明らかとなった。また、その発現は成長に伴う消化管内環境の変化と深く関わって
いることが示唆された。
3．実験的糖尿病ラットの消化器系器官におけるCA一皿の変化について
　前述までの研究により、C1田は特に、肝臓において雄のみに発現するという性差が明らかとなり、
C1駈1且の発現は、その程度は不明ながらも、性ホルモンの存在との間に強い関係が示唆された。近年、
糖尿病下でインスリン分泌が抑制されると、脳下垂体からの成長ホルモンの分泌様式が二型から二型
に変化するという報告がなされた。そこで本実験は、糖尿病及び、その病態下における雄性ホルモン
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（Testosterone）の量的変化に着目して、ラットにStreptozotocin（以下、訂Z）を投与し、実験的に糖
尿病を惹起させ、糖尿病におけるC1レIHの変化について、初めに、糖尿病病態下で、今までの研究で免
疫反応が認められた消化器系器官全般について免疫組織化学的方法により本酵素の組織局在の変化を
調べた。続いて肝臓、骨格筋または唾液腺に焦点を絞り、それらに含まれる本酵素の酵素免疫学的分
析を行い、並びに分子生物学的手法による組織上におけるCA一皿蛋白をコードするmRNAの局在と
mRNA量の変化を検討した。
1）免疫組織化学的方法による組織局在について
　訂Z投与により、ラットに実験的糖尿病を惹起させ、糖尿病の持続に伴う唾液腺、大腸、肝臓およ
び膵臓の経時的な組織変化とCIY皿の組織局在の変化について検討した。
　唾液腺のC《皿陽性反応は無処置のラットの耳下腺、下顎腺および舌下腺では導管系の上皮細胞内に
認められた。一方、STZ投与群においては投与後6週では耳下腺および下顎腺の官房細胞の空胞化が散
見され、その程度は耳下腺の方が強かった。舌下腺には顕著な組織変化は認められなかった。Cly皿は
耳下腺および下顎腺の導管系の上皮細胞で陽性反応が減弱していた。投与後10週では耳下腺および下
顎腺の腺房細胞の空胞化はさらに顕著になるとともに、個々の細胞の萎縮像が見られた。この時期、
CA・皿陽性反応は耳下腺の導管系の上皮細胞ではほとんど認められなくなり、舌下腺および下顎腺では
減少していた。さらに投与後12週ではCA皿陽性細胞は舌下腺および下顎腺においてもほとんど認めら
れなくなった。
　大腸粘膜上皮および膵臓導管上皮ではCA一皿陽性反応はSTZ投与群と無処置群との問に差はなかっ
た。
　雄の肝臓ではC《皿陽性反応は棚投与群では投与6週で減弱が認められ、投与10週半よび12週では
著しく減弱していた。
　以上のことから、唾液腺および肝臓のC1レIHは実験的糖尿病において減少することが明らかとなった。
しかも、組織学的には組織変化の少ないと思われる導管系の上皮細胞のCA』1が減少したことは糖尿病
が唾液腺導管系に対しても生理機能的な障害を惹起させることを示唆するものと考えられる。
2）CA一皿のEIA法による定量について
　前述した形態学的な変化（特に肝組織）を裏付けるために糖尿病ラットの病状の持続に伴う肝臓、
血清および骨格筋におけるC！y皿の経時的変化とInsulinおよびMethyltestosterone（以下、　MTS）の投
与による。！』皿への影響について検討した。糖尿病群のCA』濃度は肝臓では訂z投与6週から、血清で
は5週から対照群に比べ有意に低下した。一方、骨格筋につていは対照群と差はなかった。Insulin投与
群のC1田濃度は血清では訂Z投与後8週および12週で低下したが、肝臓では対照群と差はなかった。
Insulin中止群では訂Z投与後12週で肝臓および血清のCA』の低下が認められ、　MTS投与群では訂Z投
与後8および12週で低下が認められた。また、糖尿病群の血清中Testosterone濃度は訂Z投与後5週から
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有意に低下した。このように生化学的検討の結果と免疫組織化学的検討の結果は一致した。
　以上の定量的な検索の結果からも、実験的糖尿病ラットにおいては、肝臓中のCA』1が減少すること
が明らかとなった。また、ラットにおいてC／レIHの合成に関与していると考えられているTestosterone
は糖尿病によって低下した。
3）CA一皿mRNAの組織上での検出と発現量について
　分子生物学的手法により組織における。八mの遺伝子発現を明らかにし、アイソザイム発現と遺伝子
発現との関係を検討した。
　生後10週の雄ラットにSTZを投与し、投与56日後に剖検し、肝臓、耳下腺、および対照として下垂
体を4％PRA／PBSで6時間浸漬固定した。各臓器はパラフィン切片を作製し、5’一末端にジゴキシゲニン
を標識した合成オリゴヌクレオチドプローブを用いて、In　situ　hybridiza廿on法により、ラットでのC八
皿のmRNA発現時期について検討した。また、㎜一PCR法により、肝臓におけるmRNA量の変化につい
て検討した。
　肝臓における対照群では免疫組織化学的な染色結果と同様に、肝細胞の細胞質にmRNAの発現が認
められた。mRNAは訂Z投与群では中心静脈周囲にあるわずかな細胞にのみ発現したが、他の肝細胞に
は発現しなかった。耳下腺においては対照群で導管系上皮細胞の細胞質内に一様にmRNAの発現を確
認したが、訂Z投与群では反応が認められなかった。また、Rr－PCR法によっても肝臓のC八皿mRNA量
は明らかに減少していることが確認された。
　以上、本研究により従来から筋肉型炭酸脱水酵素と言われていたCA』1のラット消化器系器官におけ
る組織局在、細胞局在および発現時期の様相を明らかにした。すなわち、ラットの本酵素は消化器系
器官の特定の上皮細胞にも存在し、Cム1やC八Hの機能と協同しながら、さらにそれらの代償性酵素
としこれらの部分に共存していると考えられた。また、糖尿病下では雄ラットの肝臓中のCA皿が減少
することが明らかになり、これは内分泌的に雌雄の転換（雄型から雌型へ）が行われたことが背景に
なったと考えられる。このことはラットのC1冠皿が性ホルモンの影響を受けて変動することを示してい
るため、本酵素が近年問題になっている性ホルモン分泌の撹乱物質などの高等動物への影響を調査研
究するマーカーの一つになる可能性を示唆している。すなわち、魚類において血清中のビテロジェニ
ンを測定することで雄から雌化への変化を判定できるように、本酵素を用いることによりラットでも
この判定が可能であることが示唆された。
　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　本論文はラット消化器系組織内に分布する炭素脱水酵素（Carbonic　Anhydrase：以下CA）アイソザ
イム皿型（C八Imの局在、発現時期および実験的糖尿病下での動態について精査したものである。炭
酸脱水酵素は亜鉛を含む金属酵素であり、CO2とH2CO3との間の脱水または水和反応を触媒し、　CAが
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生体内に欠損すればその反応速度は1／107まで減速するといわれている。CAは生物界では細菌から植
物、そして哺乳類に至る広範囲の生物が所有していることから生命活動を維持するためには欠かせな
い酵素の一つと考えられる。
　哺乳類のCAアイソザイムには、現在では9種類が発見されている。　CAは赤血球を代表とする生体組
織内に分布することが研究されていたが、筋肉内だけには存在しないといわれていた。しかし、1970
年代後半になると筋肉中にもCAアイソザイムが存在することが発見され、筋肉型炭酸脱水酵素（CA，
皿）と命名された。CA．皿の酵素活性はCA，1、　CA』に比べて低いが、その反面CAの酵素阻害剤に対
しては強い抵抗性があり、他のアイソザイムとの性状の違いが明らかとなりその特異性が注目された。
しかし、C二陣の研究は筋肉中での働きに重きが置かれてきたが、筋肉以外での組織局在や、また筋肉
中での生理学的意義は十分解明されていない。
　本論文はこのC1田の筋組織以外における発現を明らかにするために、ラットの消化器系器官に着目
し、C八皿の生体組織での局在を明らかにすることで、その存在意義の解明を試みたものである。ここ
での実験手法としては主に免疫組織化学的方法を用いた。特に今回の研究では、ラットのCA－1および
CんHの本方法での検討が十分なされていないため、これらのアイソザイムとCA　IHを比較しながら研
究を行った。さらに同一の組織に3種類のアイソザイムが存在することが明らかになった組織では、こ
れらのアイソザイムが同一場所に存在する意義を解明するため、発生、成長過程における発現時期に
ついての解明を試みた。
　ラット肝臓には免疫組織化学的分析では、この酵素が雌には存在しないことが明らかになったこと
から、本論文は、酵素免疫測定法（EIA）を用いてCA¶の定量を行い、性差を明確にすべく展開して
いる。次にCλ1皿が雄のラットの肝臓に特異的に存在することから、実験的に性差を逆転させる方法を
行った。すなわち、Streptozotocin（以下、訂Z）を投与して実験的に糖尿病を発症させた。ここで糖
尿病ラットを用いて病態進行による本酵素の組織局在、酵素含有量、遺伝子発現の変化について免疫
組織化学的、免疫細胞化学的、生化学的および分子生物学手法により総合的に分析を行った。
その成績の概要は以下のごとくである。
第一章＝消化器系器官におけるCA』の組織局在について一CA－1、CA一亙との比較
　Slc：SDおよびJia：Wistar系ラットの舌、食道、胃、十二指腸、空腸、回腸、結腸、直腸、下顎腺、舌
下腺、耳下腺、肝臓、膵臓におけるCんIHならびに比較対照として残る二つのCIU、CIY　Hの組織局
在をCA　I、CんHおよびCん皿に対する抗血清を用いてABC－POD法により免疫組織化学的染色を施し、
光学顕微鏡で観察し、CA，　IHの細胞内における局在を調べるために、耳下腺にCA皿抗体によるプレエ
ンベディング法を用いたABC－POD法により免疫染色を施し、電子顕微鏡を用いて観察した。
　これらの実験：から次のことが明らかになった。
（1）今回用いられたラットの系統による差および雌雄差は肝臓を除いて認められなかった。（2）舌お
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よび食道では筋組織内でC八皿の免疫反応は認めたものの粘膜上皮はいずれのアイソザイムも存在しな
かった。胃粘膜では腺胃部の壁細胞および被蓋上皮細胞ではCんHのみが認められたが、CA　IHおよび
CAIは認められなかった。十二指腸、空腸および回腸の粘膜上皮全域で全てのアイソザイムは認めら
れなかった。盲腸および結腸では粘膜上皮細胞にC」午IH並びにCA　I、C！』Hが認められ、それらは盲
腸および結腸の内所側表面および腸腺上部の吸収円柱細胞に見られ、下部の未分化細胞および杯細胞
にはいずれのアイソザイムも存在しなかった。免疫反応は各アイソザイムとも盲腸および結腸近位部
が最も強く、結腸遠位部では弱くなり、直腸ではさらに弱くなっていた。以上のことから、大腸では3
つのCAアイソザイムが協調して水分の吸収や酸塩基の交換に関与しているとともに、水分の吸収と酸
塩基の交換能力には部位により差があることを示唆しているものと考えられた。（3）唾液腺について
は耳下腺、下顎腺、舌下腺とも介在導管、線条導管および小葉問導管の導管系上皮細胞にC」聾1皿ならび
にCAI、CAHが認められた。一方、腺房細胞にはいずれのアイソザイムも認められなかった。また、
耳下腺を免疫電子顕微鏡法により観察した結果、CA　IHは導管系上皮細胞の細胞質内に広く存在してい
ることが確認された。以上により、ラットの唾液腺におけるC《1、CんH、　CIUHの役割は唾液の分
泌に直接関与するのではなく、導管におけるイオン交換のためにH＋とHCOJを供給する役割を担っ
ていることが示唆された。（4）肝臓ではCA，1、　CA，　H、　CA』抗体により肝細胞が染色され、特に中
心静脈周辺の肝細胞が強く染色された。このCA一皿の反応では明らかな性差が認められ、雌の肝細胞内
にはCA皿は存在していなかった。このことから、肝臓におけるC／レIHの発現には性ホルモンとの関係
が示唆された。（5）膵臓においては導管上皮細胞がCA　I、C／』H、　C／』IH抗体により染色された。
　以上のことから従来、筋肉型アイソザイムとして知られているCA皿はラット消化器系器官の特定な
上皮にも局在することが明らかになり、特に肝臓ではその発現に性差があることが明らかになった。
第二章＝消化管粘膜の発育過程におけるCA一皿の発現と変化について一CA－1、CA一∬との比較
　消化管粘膜におけるC／』皿の発現開始時期とその後の変化を胎齢21日の胎仔、並びに生後0日から70
日齢までの成長過程のラット消化管を用いて免疫組織化学的手法により、CA，1、CA・Hとの比較検討
を行った。
　胃では腺胃部の壁細胞および被蓋上皮細胞が生後7日からCA．　Hの存在が確認されたのみであった。
小腸各部ではどの時期においても陰性であった。大腸では盲腸および結腸近位部ではCly　Hの生後4日、
Cん1の生後12日にその発現が認められたのに比べ、C1田は最も遅れて、生後21日目らそれぞれの存
在が確認された。各抗体による染色性は日齢の経過とともに増強した。また、哺乳期の腸上皮細胞に
見られる特有の空胞細胞ではいずれのCAアイソザイムも染色されず、この時期に残る胎仔性絨毛基底
部および絨毛間の円柱上皮細胞のみが染色された。生後21日以降では胃腸粘膜は成獣とほぼ同様の組
織形態を示し、いずれのCAアイソザイムも成体で見られたように、大腸の粘膜側表面および腸腺上部
の吸収円柱細胞に存在しており、腸腺下部の未分化な上皮細胞および杯細胞には存在しなかった。染
色の状態は盲腸および結腸近位部が最も強く染まり、結腸遠位部では弱かった。
一7一
　以上のことから消化管においてはCAの各アイソザイムのうちCんH、　C《1、続いてC／」IHの順に発
現することが明らかとなった。また、その発現は成長に伴う消化管内環境の変化と深く関わっている
ことが示唆された。
第三章＝実験的糖尿病ラットの消化器系器官におけるCA一皿に変化について
　前半の研究により、C八皿は特に、肝臓において雄にのみに発現するという性差が明らかとなり、
C八皿の発現は、性ホルモンの存在との問に強い関係が示唆された。そこで近年、糖尿病下でインスリ
ン分泌が抑制されると、脳下垂体からの成長ホルモンの分泌様式が雄型から雌型に変化するという報
告がなされたことを背景に本実験は、糖尿病及び、その病態下における雄性ホルモン（Testosterone）
の量的変化に着目して、ラットに訂zを投与し、実験的に糖尿病を惹起させ、糖尿病における。八mの
変化について、初めに、糖尿病病態下で、今までの研究で免疫反応が認められた消化器系器官全般に
ついて免疫組織化学的方法により本酵素の組織局在の変化を調べた。続いて肝臓、骨格筋または唾液
腺に焦点を絞り、それらに含まれる本酵素の酵素免疫学的分析を行い、並びに分子生物学的手法によ
る組織上におけるCA　m蛋白をコードするmRNAの局在とmRNA量の変化を検討した。
1）免疫引網化学的方法による組織局在について
　STZ投与により、実験的糖尿病を惹起させ、糖尿病の持続に伴う唾液腺、大腸、肝臓および膵臓の
経時的な組織変化とCA¶の組織局在の変化について検討した。唾液腺のCA・IH陽性反応は無処置の唾
液腺では導管系の上皮細胞内に認められた。一方、訂Z投与群においては、投与後6週では耳下腺およ
び下顎腺の四足細胞の空胞化が散見され、その程度は耳下腺の方が強かった。舌下腺には顕著な組織
変化は認められなかった。CA．　IHは耳下腺および下顎腺の導管系の上皮細胞で陽性反応が減弱していた。
投与後10週では耳下腺および下顎腺の腺房細胞の空胞化はさらに顕著になるとともに、個々の細胞の
萎縮像が見られた。この時期、C！y皿陽性反応は耳下腺の導管系の上皮細胞ではほとんど認められなく
なり、舌下腺および下顎腺では減少していた。さらに投与後12週ではCA，皿陽性細胞は舌下腺および下
顎腺においてもほとんど認められなくなった。
　大腸粘膜上皮および膵臓導管上皮ではCA』陽性反応はSTZ投与群と無処置群との間に差はなかっ
た。雄の肝臓ではCん皿陽性反応は訂Z投与群では投与6週で減弱が認められ、投与10週置よび12週で
は著しく減弱していた。
　以上のことから、唾液腺および肝臓のC1レIHは実験的糖尿病において減少することが明らかとなった。
しかも、組織学的には組織変化が少ないと思われる導管系の上皮細胞のCA皿1が減少したことは糖尿病
が唾液腺導管系に対しても生理機能的な障害を惹起させること示唆するものと考えられる。
2）CA』のEIA法による定量について
　前述した形態学的な変化（特に肝組織）を裏付けるために糖尿病ラットの病状の持続に伴う肝臓、
血清および骨格筋におけるCんmの経時的変化とInsulinおよびMethyltestosterone（以下、　MTS）の投
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与によるCA・HIへの影響について検討した。糖尿病群のCIUH濃度は肝臓では訂Z投与6週から、血清で
は5週から対照群に比べ有意に低下した。一方、骨格筋については対照群と差はなかった。Insulin投与
群のCA－IH濃度は血清ではSTZ投与後8週および12週で低下したが、肝臓では対照群と差はなかった。
Insulin中止群では訂Z投与後12週で肝臓および血清のC八mの低下が認められ、　MTS投与群では訂Z投
与後8および12週で低下した。また、糖尿病の血清中Testosterone濃度は訂Z投与後5週から有意に低下
した。このように生化学的検討の結果と免疫組織化学的検討の結果は一致した。
　以上の定量的な検索の結果からも、実験的糖尿病においては、肝臓中のCA皿が減少することが明ら
かとなった。また、ラットにおいてC八皿の合成に関与していると考えられているTestosteroneは糖尿
病によって低下した。
3）CA』mRNAの組織上での検出と発現量について
　分子生物学的手法により組織におけるC八皿の遺伝子発現を明らかにし、アイソザイム発現と遺伝子
発現との関係を検討した。
　生後10週の雄ラットにSTZを投与し、投与後56日後に剖検し、肝臓、耳下腺、および対照として下
垂体を4％PFA／PBSで6時間浸漬固定した。各臓器はパラフィン切片を作製し、5’・末端にジゴキシゲニ
ンを標識した合成オリゴヌクレオチドプローブを用いて、In　situ　hybridization法により、ラットでの
C／田のmRNA発現時期について検討した。また、　RT－PCR法により、肝臓におけるmRNA量の変化に
ついて検討した。
　肝臓における対照群では免疫組織化学的な染色結果と同様に、肝細胞の細胞質にmRNAの発現が認
められた。mRNAは訂Z投与群では中心静脈周囲にあるわずかな細胞のみに発現したが、他の肝細胞に
は発現しなかった。耳下腺においては対照群で導管系上皮細胞の細胞質内に一様にmRNAの発現を確
認したが、訂Z投与群では反応が認められなかった。また、RTPCR法によっても肝臓のCA　IH　mRNA量
は明らかに減少していることが確認された。
　以上、本論文において筆者は、従来から筋肉型炭酸脱水酵素と言われていたC1脳皿のラット消化器系
器官における組織局在、細胞局在および発現時期の様相を明らかにした。また、糖尿病下では免疫組
織化学的にも雄ラットの肝臓中のC！㌔IHが減少することを明らかにし、これは内分泌的に雌雄の転換
（二型から七型へ）が行われたことが背景になっていると考えた。このことはラットのCA．皿が性ホル
モンの影響を受けて変動することを示しているため、本酵素が近年問題になっている性ホルモン分泌
の撹乱物質などの高等動物への影響を調査研究するマーカーの一つになる可能性を示唆している。以
上の成果はこれまで明らかでなかったCIY皿の筋肉以外での生体内組織の分布状況および、その存在意
義の解明とその環境医学への応用について充分な示唆を与えるものと思われ、獣医学上意義ある業績
として、博：士（獣医学）の学位を授与するにふさわしいと判定した。
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